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Description 

La presente invention est relative a des oligonucleotides permettant la detection des Escherichia coil producteurs 
de verotoxines (VTEC), et en particulier des Escherichia coli enterohemorragiques (EHEC). 
5 Les Escherichia coli enterohemorragiques sont de plus en plus frequemment reconnus comme responsables de 

toxi-infections alimentaires (GANNON et a!., 1993, J. Clin Microbiol. 31 : 1268-1274 ; BEGUM D. et al., 1 993, J. Clin. 
Microbiol. 31 : (12) 3153-3156), dont les consequences chez l'homme peuvent aller de la simple diarrhee jusqu'au 
syndrome hemolytique uremique (SHU). Le SHU survientprincipalementchez les jeunes enfants ; ilrepresente environ 
9% des infections a VTEC diagnostiquees aux Etats-Unis. II est par ailleurs la principale cause d'insuffisance renale 
. 10 aigue chez I'enfant, et la letalite observee est de I'ordre de 3 a 5/1000. 

Ces germes sont egalement impliques chez I'animal, dans des infections digestives plus ou moins graves. Les 
symptomes observes sont des diarrhees et des colites hemorragiques chez les bovins, la dysenterie chez les veaux 
ou la maladie de I'oedeme chez le pore. 

Des cytotoxines produites par les EHEC constituent le principal facteur de pathogenicite implique dans ces infec- 
ts tions. Ces cytotoxines sont denommees « Shiga like toxins » (SLT) du fait de leur analogie avec la toxine secretee par 
Shigella dysenteriae de type 1, ou egalement verotoxines (VT), du fait de leur activite toxique sur les cellules Vero. 
Les bacteries productrices de ces toxines sont denommees SLTEC ou VTEC. 

Pour prevenir les pathologies associees aux EHEC, il serait necessaire d'etre en mesure de contrdler systemati- 
quement les aliments susceptibles d'etre contamines par ces bacteries, e'est a dire en particulier les produits frais. 
so Initiaiement, un seul serotype d'£. coli avait ete associe au SHU : il s'agit du serotype OI57:H7, qui est celui le 

plus frequemment rencontre aux Etats-Unis et au Canada. II a ete propose de detecter ce serotype a I'aide de tech- 
niques biochimiques basees sur la fermentation du sorbitol et la production de beta-glucuronidase. 

Toutefois, il a ulterieuremeht ete observe (BRIAN, et al., J. Clin. Microbiol., 30 : (7), 1801-1806, 1992] qu'un grand 
nombre d'autres serotypes (026.H11, 0111:H-, O103:H2 pour ne citer que les principaux) pouvaient etre impliques 
25 dans les infections digestives a VTEC, et que la determination du seul serotype ne constituait pas un bon marqueur 
de pathogenicite. De plus, si la grande majorit§ des E. coli 0157:H7 ne fermentent pas le sorbitol en 24 heures et 
apparaissent sous forme de colonies blanches sur les geloses a base de sorbitol, il existe un certain nombre de mutants 
qui sont capables de fermenter le sorbitol. Les techniques biochimiques sont done devenues insuffisantes car elles 
se limitent a I'identification du seul serotype 0157:H7 en general sorbitol negatif, alors que la majorite des EHEC non- 
30 0157 sont capables de fermenter le sorbitol et apparaissent sous forme de colonies pigmentees, impossibles a discri- 
miner des nombreux colibacilles non-pathogenes. 

Plusieurs types antigeniques de verotoxines ont ete decrits. Les types principaux sont les verotoxines VT1 (SLT 
1), VT2 (SLT2) ; on distingue aussi des variants comme VT2 vha, VT2vhb, VTE (SLTII-v) et VTE-va (SLTII-va) [ZAW 
LIN et al., Microbiol. Immunol., 37 :(7) 543-548 (1993)]. . 
3S || a ete propose de detecter ces verotoxines a I'aide d'anticorps specifiques, par des techniques immunologiques , 

de type ELISA. Cependant, celles-ci sont en general relativement complexes a mettre en oeuvre ou trop peu sensibles 
pour permettre une detection fiable dans les aliments. En outre, la plupart des tests immunologiques actuellement 
disponibles sont limites a la detection de OI57;H7 et ne permettent pas la recherche de ('ensemble des serotypes 
producteurs de verotoxines. 

40 La methode de reference utilisee en hygiene alimentaire pour detecter la presence de bacteries productrices de 

verotoxines, repose sur des tests de cytotoxicite sur des cultures de cellules. Le principe de ces tests est base sur la 
cytopathogenicite des verotoxines sur des cellules de rein de singe vert d'Afrique. Cette technique a I'avantage d'etre 
tres sensible ; cependant il faut compter 5 a 6 jours avant d'obtenir les premiers resuitats et les couts sont eleves. Une 
serie de transferts en milieux selectifs est necessaire afin de favoriser le developpement des bacteries verotoxiques 

45 prealablement au dosage des toxines sur une culture de cellules. Par la suite, une confirmation des types antigeniques 
de verotoxine est necessaire a I'aide d'anticorps anti-VT1 et anti-VT2. Ce type de test ne constitue done pas une 
methode de routine utilisable dans I'industrie agro-alimentaire. 

II a egalement ete propose de detecter les VTEC a I'aide d'oligonucleotides (sondes nucleiques ou amorces d'am- 
plification genique) specifiques des genes (denommes genes vts ou genes SLT) codant pour les verotoxines. 

so Pour etre en mesure de detecter differentes souches de VTEC, les techniques d'amplification genique generale- 

ment proposees font appel soit a des cocktails d'amorces (PCR multiplex) permettant de detecter simultanement les 
differents genes des verotoxines, soit a un couple unique d'amorces permettant d'amplifier une region conservee de 
ces genes. KRACH et MEYER [J. Clin. Microbiol., 27, 2751-2757, (1989)] ont ainsi decritdes amorces, deduites d'une 
region conservee des genes SLT, et permettant d'amplifier un segment de SLT1 ou de SLT2 ; READ et al., [Mol. and 

55 cell. Probes, 6,153-161 (1992)] ont egalement decrit des amorces permettant d'amplifier une region conservee des 
genes VT1 , VT2, et VTE ; ces amorces amplifient un fragment de 323 pb chez les VTEC, et chez Shigella dysenteriae, 
et des fragments de 900pb et 1 200pb, respectivement, chez 2 Salmonella, et chez Proteus mirabiiis ; ce test permet 
de detecter environ 10 2 bacteries, apartirde souches pures. ZAW LIN et al. [Microbiol. Immunol., 37, 543-548 (1993)] 
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ont egalement developpe des amorces de PCR qui amplifiers une region conservee d'environ 900 pb des genes vts ; 
ils indiquent qu'aucun produit d'amplification de cette taille n'est obtenu avec des souches non-VTEC ; ils ne precisent 
pas le seuil de sensibilite de leur methode. PATON et al„ [J. Clin. Microbiol., 3063-3067 (1993)] decrivent des amorces 
qui amplifient une region conservee de 215 pb environ des genes SLT1 et SLT2 ; le seuil de detection est d'environ 
5 1 0 bacteries/ml ; des produits d'amplification de taille non-specifique sont observes avec une souche temoin d'E.coli: 

Les Inventeurs ont maintenant selectionne des regions tres conservees des genes vts des verotoxines, differentes 
de celles decrites dans les publications citees ci-dessus, et sont parvenus a obtenir des preparations d'oligonucleotides 
degeneres capables de detecter I'ensemble des genes vts codant pour les principaux types antigeniques de verotoxi- 
nes (VT1 , VT2, VTE) dans les echantillons biologiques, sans presenter d'hybridation croisee avec des regions du 
10 genome d'autres especes bacteriennes. 

La presente invention a pourobjet un oligonucleotide ou un melange d'oligonucleotides choisis parmi : 

un oligonucleotide, ou un melange d'oligonucleotides identiques ou differents, definis par la sequence generale 
EH1 suivante: 

15 

b' ACTGTSACAGCWGAAGCYTTACG 3' 

un oligonucleotide, ou un melange d'oligonucleotides identiques ou differents, definis par la sequence generale 
20 EH2 suivante : 

5 ' SCCACTTTWACTGTRAAKGTATC 3 ' 

2S . un oligonucleotide, ou un melange d'oligonucleotides identiques ou differents, definis par la sequence generale 
EH3 suivante: 

5 ' GRAGAHGTKGAYCTYACWYTGMCTGGGG 3 ' 

30 . 

un oligonucleotide, ou un melange d'oligonucleotides identiques ou differents, definis par la sequence generale 
EH4 suivante : 

5 ' TWATACTGAATTGYCATCATCAKG 3 ' 

35 . 

dans lesquelles S represente G ou C, W represente A ou T, Y represente T ou C, R represente A ou G, K 
represente G ou T, H represente A, C, ou T. 

Les sequences des oligonucleotides EH1, EH2, EH3 et EH4 sont representees dans la liste de sequences en 
40 annexe sous les numeros respectifs SEQ ID NO: 1 , SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, et SEQ ID NO: 4. 

L'emplacement des oligonucleotides EH1, EH2, EH3 et EH4 par rapport aux genes vts est represente sur la figure 
1M: = regions conservees ; 

H = regions hyperconservees. 
Ces oligonucleotides permettent de constituer des sondes utiles pour detecter les genes vts, ou des couples 
45 d'amorces utilisables dans une technique d'amplification genique, par exemple dans ['amplification en chaTne par po- 
lymerase (PCR). 

La presente invention a egalement pour objet les couples d'amorces constitues par I'association de ('oligonucleo- 
tide EH2 avec I'un des oligonucleotides EH1 , EH3, ou EH4. 

Les couples d'amorces EH1/EH2, EH3/EH2 et EH4/EH2 amplifient respectivement des fragments de 550 pb, 450 
50 pb et 320 pb. Ces produits d'amplification font egalement partie de I'objet de la presente Invention. 

Les sequences des oligonucleotides EH3 et EH4 sont situees a I'interieur du fragment de 550 pb delimite par 
EH1/EH2. EH3 et EH4 peuvent par consequent etre utilisees comme sondes internes pour identifier le fragment de 
550 pb. De meme, EH4 peut etre utilise pour identifier le fragment de450 pb delimite par EH3/EH2. Ces oligonucleotides 
permettent de detecter les genes VT1 , VT2, et VTE codant pour les differents types de toxines. 
55 Ces couples d'amorces peuvent egalement etre utilises pour effectuer une bi-amplification (hemi-nested PCR). 

Par exemple, le produit d'amplification obtenu avec EH1/EH2 peut etre utilise comme matrice pour une nouvelle am- 
plification avec EH3/EH2 ou EH4/EH2, et celui obtenu avec EH3/EH2 peut etre utilise comme matrice pour une nouvelle 
amplification avec EH4/EH2. 
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lis peuvent aussi etre utilises dans une technique du type « PCR-ELISA ». Dans ce cas, on peut, par exempie, 
utiliser I'oligonucleotide EH3 prealablement immobilise sur un support solide, en tant que sonde de capture pour fixer 
le produit d'amplification de 550 bp obtenu avec les amorces EH1. et EH2 ; ce produit d'amplification peut alors etre 
revele soit directement (par exempie s'il a ete marque de facon appropriee par incorporation de nucleotides marques 
au cours de la reaction d'amplification) soit par I'intermediaire d'une sonde de detection marquee (par exempie I'oli- 
gonucleotide EH4). Alternativement, EH4 peut etre utilise en tant que sonde de capture, et EH3 en tant que sonde de 
detection. 

Differentes mtthodes pour fixer des acides nucleiques sur support solide, ainsi que celles pour les marquer a 
I'aide de marqueurs froids ou radioactifs sont bien connues de I'homme du metier, a titre d'exemple on citera celles 
decrites par SAMBROOK et al., dans : Molecular Cloning : A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Cold Spring Harbor, N.Y. (1989). 

Les oligonucleotides conformes a I'invention permettent done la mise en oeuvre de methodes de detection de 
VTEC qui sont simples a mettre en oeuvre, faciles a automatiser, et utilisables en particulier dans le cadre d'un dia- 
gnostic de masse. 

Avantageusement, pour la mise en oeuvre de ces methodes de detection de VTEC dans un echantillon biologique, 
on utilise un controle interne d'amplification, dans |e but d'evaluer une eventuelle inhibition de la PCR due a des subs- 
tances presentes dans les echantillons biologiques analyses (par exempie produits alimentaires ou echantillons de 
matieres fecales). 

Ce controle interne est constitue par une molecule d'acide nucleique, par exempie un plasmide, comprenant une 
sequence determinee pouvant etre amplifiee en utilisant I'un des couples d'amorces conformes a I'invention. Cette 
sequence est constitute par une sequence interne X, n'ayant pas de sequences communes avec les fragments de 
550 pb, 450 pb ou 320 pb, definis ci-dessus, des genes vts, flanquee a une extremite d'une sequence constitute par 
I'oligonucleotide EH2 et son brin cpmplementaire, et a I'autre extremite d'une sequence constitute soit par I'oligonu- 
cleotide EH1 et son brin complementaire, soit par I'oligonucleotide EH3 et son brin complementaire, soit par I'oligonu- 
cleotide EH4 et son brin complementaire. Le produit d'amplification de cette sequence peut etre detecte a I'aide de 
sondes specifiques de la sequence interne X. Avantageusement, I'ensemble est insere dans un plasmide, qui peut 
etre prepare et purifie commodement en quantites importantes. 

Le plasmide ainsi prepare est ajoute a ('echantillon biologique a analyser, et Ton procede a I'amplification avec un 
couple d'amorces conformes a I'invention (par exempie EH1 et EH2), et a la detection des produits issus de I'amplifi- 
cation des genes vts (par exempie en utilisant EH3 et/ou EH4 en tant que sondes internes) et des produits issus de 
I'amplification de la sequence controle, a I'aide des sondes specifiques de la sequence interne X. 

II est egalement avantageux d'utiliser en outre un temoin positif a titre de contrSle interne, en particulier pour verifier 
la sensibilite de la detection ; ce controle positif est constitue par I'un des fragments de 550 pb,450 pb ou 320 pb, 
definis ci-dessus, des genes vts; il peut done etre amplifie, et son produit d'amplification detecte, en utilisant les oli- 
gonucleotides conformes a I'invention. 

Les Inventeurs ont compare les resultats obtenus en mettant en oeuvre un procede d'amplification genique utilisant 
des oligonucleotides conformes a I'invention avec ceux obtenus en mettant en oeuvre la methode de reference d'essais 
de cytotoxicite sUr cellules Vero. Cette comparalson montre que la detection de VTEC a I'aide d'oligonucleotides con- 
formes a I'invention, est au moins aussi sensible que la methode de reference. 

Les oligonucleotides conformes a I'invention permettent de detecter toutes les bacteries VTEC. Si Ton souhaite 
determiner plus precisement le type toxinique, on peut eventuellement mettre en oeuvre une etape de detection utilisant 
les oligonucleotides conformes a I'invention, et une etape de detection utilisant des amorces plus specifiques d'un 
gene vts determine. 

Les oligonucleotides conformes a I'invention sont utilisables pour le depistage de bacteries VTEC dans les produits 
alimentaires, en particulier les produits alimentaires frais tels que les viandes ou les produits derives, ou bien les 
produits laitiers. 

lis peuvent egalement etre utilises pour le diagnostic des infections a VTEC des humains et des animaux, a partir 
d'un echantillon biologique, par exempie dans les seiles. 

L'amplification genique effectuee en utilisant comme amorces les oligonucleotides conformes a I'invention permet 
d'abaisser te seuil de detection dans les aliments, jusqu'a environ 10 VTEC/25 g. 

La presente invention sera mieux comprise a I'aide du complement de description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples non-limitatifs illustrant la mise en oeuvre d'oligonucleotides conformes a I'invention pour la detection de 
VTEC. 
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Exemple 1 : 'tude de la specificite des oligonucleotides EH1, EH2, EH3, et EH4 

1 ) Extraction de I'ADN bacterien : 



Les souches bacteriennes sont cultivees sur milieu TSB (Trypticase Soja Broth), a 37°C, pendant 5 heures environ, 
puis les cultures sont centrifugees a 12000 rpm, pendant 2 minutes a 4°C. Le culot bacterien est rince a I'eau distillee 
sterile, puis recupere par centrifugation (2 min. a 12000 rpm, a 4°C). 200 pi de CHELEX 100 (BIO RAD) sont ajoutes 
au culot. Ce melange est agite, puis mis a incuber 30 min. a 56°C, puis 8 a 10 min. a 100°C, et enfin centrifuge 1 a 2 
min. a 12000 rpm, a 4 D C. L'ADN purifie se retrduve alors dans le sumageant. 

2) Amplification des sequences des genes vts 

Des preparations d'oligonucleotides degeneres EH1, EH2, EH3, et EH4 sont obtenus par des techniques classi- 
ques de synthese oligonucleotidique. 

Les conditions d'amplification utilisees sont les suivantes : I'ADN extrait.(2-3 pi) est mis en presence de desoxy- 
ribonucleotides (200 pM), de tampon Taq polymerase (BOEHRINGER) x 1, de 0,4 pM de chaque amorce, et de Taq 
polymerase (2,5 Unites). La reaction s'effectue sous un volume final de 50 pi. 

On eff ectue 45 cycles alternant une etape de fixation des amorces a 58°e pendant 30 secondes, une etape d'ex- 
tension a 72°C pendant 30 secondes, et une etape de denaturation a 95°C pendant 30 secondes, et on termine par 
une etape d'extension a 72°C pendant 10 minutes. 

Pour determiner la specificite des couples oligonucleotides EH1/EH2, EH2/EH3 et EH3/EH4, 1'amplification a ete 
effectuee a partir d'ADN extrait de : 

24 souches de VTEC regroupant 11 serotypes, dont le serotype 01 57:H7. 

66 souches bacteriennes non-VTEC comprenant des E. co// non verotoxiques et des bacteries proches de E.Coli, 
ou des bacteries pathogenes ou non, pouvant etre rencontrees dans les aliments, et appartenant en particulier 
aux genres Lactobacillus, Listeria, Staphylococcus, Salmonella, Proteus, Shigella. 

Pour chacune des 24 souches d'£F. coli productrices de verotoxines testees avec le couple d'amorces EH1/EH2 
un fragment de 550 pb a pu etre observe apres electrophorese sur gel d'agarose. Toutes ces souches produisent 
egalement un fragment d'amplification de 450 pb avec le couple d'amorces EH2/EH3 et un fragment d'amplification 
de 320 pb avec le couple EH2/EH4. 

En revanche, I'ADN extrait des 66 especes bacteriennes non productrices de verotoxines n'a donne, dans les 
memes conditions et avec les memes couples d'amorces, aucun fragment d'amplification. 

Ces resultats montrent que les oligonucleotides EH1 , EH2, EH3 et EH4 sont specifiques des genes vts. lis peuvent 
done etre utilises pour identifier specifiquement les E. co//verotoxiques, par la presence de fragments d'amplification. 

Exemple 2 : Determination de la sensibilite du test sur des souches pures de VTEC. 

La sensibilite du test a ete evaluee sur de I'ADN de 3 souches VTEC de reference : ATCC H19, ATCC EDL 933 
et ATCC B2F1 , en determinant le seuil limite de deteption du test apres amplification simple, ou avec differents couples 
d'amorces, en utilisant le protocole decrit dans I'exemple 1 ci-dessus. 

L'amplification simple a ete effectuee avec le couple d'amorces EH1/EH2, ou bien avec le couple d'amorces 
EH2/EH3. 

Dans le cas de la bi-amplification, ou bien une premiere amplification realisee avec le couple d'amorces EH1/EH2 
a ete suivie d'une seconde amplification avec le couple d'amorces internes EH2/EH3, ou bien une premiere amplifi- 
cation realisee avec le couple d'amorces EH2/EH3 a ete suivie d'une seconde amplification avec le couple d'amorces 
internes EH2/EH4 (hemi-nested PCR). 

Les resultats sont illustres par le tableau 1 ci-dessous. Ces resultats montrent qu'apres une simple amplification, 
le seuil de detection est da 5 a 100 bacteries dans la prise d'essai lorsqu'on utilise le couple EH1/EH2 seul. Avec le 
couple EH2/EH3 seul, le seuil de detection est plus faible : 0,01 a 5 bacteries detectees apres simple amplification. 
Dans ce dernier cas, la bi-amplification avec EH2/EH4 n'abaisse pas le seuil de detection qui reste compris entreO.OI 
et 5 bacteries. En revanche, lorsque les produits d'amplification obtenus avec EH1/EH2 sont re-amplifies avec 
EH2/EH3, la bi-amplification, obtenue avec EH2/EH3 (hemi-nested PCR) permet d'abaisser le seuil de detection entre 
0,01 et 50 bacteries en fonction des souches testees. 
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TABLEAU I 



10 



SOUCHE 


SEROTYPE 


SLT 


EH1/EH2 


EH1/EH2 + 
EH2/EH3 


EH2/EH3 


EH2/EH3 + 
EH3/EH4 


ATCC 
• H19 


026:H11 


VT1 


5<X<50 


5<X<50 


0,5<X<5 


0,5<X<5 


ATCC 
EDL933 


0157:H7 


VT1/VT2 


10<X<100 


10- 2 <X<10- 1 


10" 2 <X<10-1 


10-2<X<10" 1 


ATCC 
B2F1 


091:H21 


VT2V 


1<X<10 


10" 1 <X<1 


10-1<X<1 


10"1<X<1 


X : nombre de bacteries detectees dans 


la prise d'essai. 







75 Exemple 3 : Detection de VTEC dans des produits alimentaires artificiellement contamines 

1 ) Detection par amplification qenique : 

45 echantillons de frornages au lait cru (camembert, cantal, Pont I'Eveque, reblochon) ont ete contamines par des 
20 souches de VTEC, selon 3 taux theoriques de contamination initiate: 10 3 , 10 2 et 10 bacteries par 25 g. d'aliment. Les 
souches de VTEC utilisees pour la contamination sont d'origine alimentaire et humaine (souches SA1, SA2, SA5, SA6, 
SA7etSA8). 

Les enrichissements ont ete realises selon le protoeole preconise par le Laboratoire d'Expertises et d' Analyses 
Alimentaires du Quebec (LEAA) [P. CARDINAL : « Les E. coli producteurs de verotoxines (E.,co//,0157:H7) ; resume 
25 des activites de la direction generate de la qualite des aliments et de la sante animate (1 987-1 993) » (1 993) ]. 

Au stade "BHI-24 heures" 1,5 ml des suspensions alimentaires enrichies sont preleves en evitant les souillures 
alimentaires, et centrifuges 1 min. a 700 rpm, a 4°C. Le surnageant est alors centrifuge 2 min., a 12000 rpm, a 4°C. 
L'extraction d'ADN et I'amplification genique sont realisees selon les protocoles decrits a I'exemple 1 . 

La premiere amplification a ete realisee avec le couple d'amorces EH1/EH2 et la bi-amplification avec le couple 
30 d'amorces EH2/EH3. 

2) Detection de I'effet cytotoxique : 

Parallelement, on a effectue, a titre de comparaison, une recherche des verotoxines par le test de cytotoxicite sur 
35 cellules. 

Les cellules Vero sont cultivees a 37°C et en presence de C02 (5%)en milieu de base MEM, supplements en 
ampicilline, en glutamine, en gentamycine et en HEPES. Apres rincage (en milieu MEM supplemente), les cellules 
sont soumises a Taction de 2 ml de trypsine 0,25% (dans du PBS), pour les detacher des parois du flacon de culture. 
Cette premiere solution de trypsine est ensuite eliminee, puis 3 ml de trypsine 0,25% sont a nouveau ajoutes (30 sec.) 
40 aux cellules. 

Apres elimination de cette deuxieme solution, les cellules sont incubees 1 a 2 min. a 37°C. 

Lorsque toutes les cellules apparaissent rondes et non-confluentes au microscope inverse, elles sont reprises 
dans 5 ml de milieu nutritif (milieu de base supplemente en serum de veau foetal 10%). Une centrifugation de 15 min. 
a 1000 rpm permet de collecter les cellules, qui sont ensuite reprises en milieu de base supplemente en HEPES 25 
45 mM (2 x 10 s cellules/ml). Cette solution est ensuite repartie dans les plaques de culture (200 u.|/puits) qui sont alors 
incubees a 37°C jusqu'a confluence des cellules (2 jours environ). 

1 ml de suspension alimentaire enrichie (stade BHI-24 h.) est traite au sulfate de polymyxine B selon le protoeole 
decrit par EVANS et al. [EVANS et al., Infect. Immun. 10, 1010-1017 (1974)] pour liberer les cytotoxines Shiga like. 

Pour realiser le test de cytotoxicite, 100 (il de solutions contenant les toxines sont diluees au 1/1.0 puis 7 fois au 
so 1/2 en milieu de base. Chaque dilution est ensuite ajoutee aux cellules Vero confluentes (1:1). La plaque de culture 
est alors incubee jusqu'a 72 h. a 37°C. L'activite cytotoxique est surveillee au microscope inverse (x 200) des 24 h. 
d'incubation. 

Apres 72 h. d'incubation, les cellules sont fixees 1 min. avec une solution de formaldehyde (2%) PBS (0,067 M, 
PH7.2). 

55 La coloration des cellules (10 min. dans une solution de coloration violet cristal 0,13%, ethanol 5%, formaldehyde 

2%, PBS) permet de differencier les cellules mortes des cellules vivantes : seules les cellules vivantes prennent une 
coloration violette. 

La determination du type toxinique est realisee par seroneutralisation de I'effet cytotoxique a I'aide d'anticorps 
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anti-VT. Un serum anti-VT1 (titre :1/1024) est dilue (1/500) en milieu de base. Les surnageants de culture sont dilues 
8 fois successivement (1/10), puis chaque dilution est melangee au serum dilue (1:1). 100 u,l de ce melange sont 
ajoutes dans les micropuits contenant les cellules Vera confluentes. Le suivi de I'activite cytotoxique est similaire a 
celui decrit ci-dessus. 

3) Resultats : 

Que ce soit avec le test d'amplification genique utilisant les oligonucleotides conformes a I'invention, ou avec le 
test de culture cellulaire de reference, il a ete possible de detecter jusqu'a 10 VTEC/25 g. d'aliment. 

Les resultats respectivement obtenus avec le test (BM) et le test de culture cellulaire (CC) sont compares dans le 
tableau II ci dessous. 



TABLEAU II. 



ALIMENTS 


N 


BM+/CC+ 


BM-/CC- 


BM+/CC- 


BM-/CC+ 


Camembert 


24 


15 


7 


2 


O 


Cantal 


12 


9 


3 


O 


O 


Pont I'Eveque 


12 


3 


6 


2 


1 


Reblochon 


12 


4 


7 


1 


O 


TOTAL ■ 


60 


31 


23 


5 


1 


N : nombre d'analyses realisees 
BM . .test d'amplification genique 
CC : test de culture cellulaire 



Tous les echantillons positifs avec le test de culture cellulaire sont egalement positifs avec le test d'amplification 
genique (31 echantillons), excepte 1 echantillon (Pont I'Eveque) pour lequel le test d'amplification genique est reste 
riegatif. On note cependant que le test d'amplification genique utilisant les oligonucleotides conformes a I'invention 
s'avere legerement plus sensible que le test de reference : 36 echantillons detectes a I'aide des oligonucleotides con- 
formes a I'invention, contre 32 echantillons avec le test de reference. 

Exemple 4 : Preparation d'un plasmide de controle interne utilisable pour evaluer une inhibition eventuelle de 
la reaction d'amplification 

Pour des facilites de clonage et de selection du clone recombinant, un gene de resistance au chloramphenicol 
(Cm) du Tn9 porte par le plasmide PACYC 184 commercialise par BIOLABS (Genbank accession: 06403) a ete choisi 
comme insert. 

Le couple d'amorces (C11 et C12) qui a servi a ('amplification du gene (Cm) a ete choisi pour inserer de part et 
d'autre du gene (Cm) les sequences des oligonucleotides EH1 et EH2. 

L'amorce C11 est ainsi constitute de Pamorce EH1 en position 5' et des bases complementaires de la region 
494-452 du PACYC 184 en position 3' ; sa sequence est la suivante : 

Oligonucleotide Cll : 
5'- 

ACTGTCACAGCAGAAGCCTTACGAGCACCTCAAAAACACCATCATACACTAAATCA 
GTAAGTTGGC - 3 1 

La sequence de cet oligonucleotide C11 est representee dans la liste de sequences en annexe sous le numero 
SEQ ID NO: 5. , 

L'amorce C12 est ainsi constitute de l'amorce EH2 en position 5' et des bases de la region 3645-3684 du 
PACYC184 en position 3' ; sa sequence est la suivante : 
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Oligonucleotide C12 : 

5' - . 

s CC CACTTTTACTGTGAATGTATCGGTAAACCAGCAATAGACATAAGCGGCTATTT 
AACGACCC - 3 • 

La sequence de cet oligonucleotide CI 2 est representee dans la liste de sequences en annexe sous le numero 
10 SEQIDNO:6. 

Apres 35 cycles d'amplification avec une temperature d'hybridation de 57°C, un produit d'amplification contenant 
le gene Cm de 1141 bp a ete obtenu et purifie par phenol/chloroforme, et precipitation a I'ethanol. 

Le produit d'amplification a ete clone au niveau du site EcoRVdu plasmide pMOSBtue T-vector® portant un mar- 
queur de resistance a I'ampicilline, a I'aide du pMOSBlue T-vector kit (AMERSHAM). 
is Apres ligature et transformation de E. colt MOS Blue, le clone T3 portant le vecteur recombinant resultant a ete 

selectionne sur milieu gelose contenant de I'ampicilline et du chloramphenicol. (Le clone T3 recombinant exprime la 
resistance au chloramphenicol). 

Le plasmide recombinant de 4028pb (= controle interne T3) a ete purifie a partir de 100 ml de culture. Plus de 100 
u.g de plasmide ont ete obtenus. Ce plasmide est reconnu et amplifie avec le couple d'amorces EH1 et EH2. II produit 
20 un fragment d'amplification de 1141 bp, dans les memes conditions d'amplification genique que celles decrites ci- 
dessus pour I'obtention du fragment de 550 bp chez les VTEC. II peut par consequent etre utilise comme contrSle 
interne d'une eventuelle inhibition dans les amplifications par EH1 et EH2. 

Pour permettre la detection par hybridation ADN/ADN des produits de 1141 bp generes par ('amplification par EH1 
et EH2 du controle interne, deux oligonucleotides nommes CATcap et CATrev ont ete choisis a I'interieur de la sequence 
25 du gene Cm. 

Ces oligonucleotides peuvent etre utilises indifferemment comme sonde de capture et sonde de revelation dans 
une reaction d'hybridation sandwich pour detecter le produit d'amplification de 1141 bp correspondant au contrSle 
interne T3. 

^oligonucleotide CATcap correspond aux bases complementaires des positions 4104-4075 du plasmide 
so PACYC184. Sa sequence est la suivante : 

5 1 -TCGCAAGATGTGGCGTGTTACGGTGAAAAC-3 ' 

35 La sequence de cet oligonucleotide CATcap est representee dans la liste de sequences en annexe sous le numero 

SEQ ID NO: 7. 

CATcap marque en 5' a la biotine a servi a la capture du produit d'amplification de 1141 bp sur des microplaques 
sensibilisees a la streptavidine. 

L'oligonucleotide CATrev correspond aux bases complementaires des positions 3930-3901 du plasmide 
40 PACYC1 84. Sa sequence est la suivante : 

5' - CAAGGCGACAAGGTGCTGATGCCGCTGGCG -3' 

45 La sequence de cet oligonucleotide CATrev est representee dans la liste de sequences en annexe sous le numero 

SEQ ID NO: 8. 

CATrev marque en 3' a la digoxigenine a permis la revelation par chemioluminescence du produit d'amplification 
de 1141 bp. 

Les sondes CATcap et CATrev sont specif iques du fragment de 1141 bp ; elles ne reagissent pas de fagon croisee 
so avec le produit d'amplification de 550 bp obtenu a partir des genes VTs. 

La co-amplification par EH1 et EH2 de souches de VTEC ou d'echantillons biologiques contamines par VTEC et 
du contrSle interne, suivie de la double detection des produits issus de I'amplification des genes de verotoxines par 
EH3 et EH4 et des produits issus de I'amplification du controle interne par CATrev et CATcap a permis de verifier que 
le plasmide recombinant T3 est un bon indicateur d'une eventuelle inhibition de la reaction d'amplification. 

55 

Exemple 5 : Preparation d'un plasmide de controle interne utilisable comme temoin positif d'amplification. 

Pour obtenir un contreie positif, un plasmide recombinant purifie, ayant comme insert le fragment d'amplification 
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de 550 bp obtenu avec les amorces EH1 et EH2 a ete prepare. 

Un produit d'amplification de 550 bp a ete obtenu a partir de la souche E32511 de E. co//OI57:H7 a I'aide des 
amorces EH1 et EH2, comme decrit a Pexempfe 1 ci-dessus. 

Le produit d'amplification a ete clone au niveau du site EcoRV du pMOSBlue® T-vector (portant la resistance a 
5 I'ampicilline) a I'aide du pMOSBlue T-vector kit (AMERSHAM). Apres ligature et transformation de E. coli MOS Blue, 
le clone T2 portant le vecteur recombinant resultant a ete selectionne sur milieu gelose contenant de Pampicilline. 

Le plasmide recombinant de 3437bp (= contrSle positif T2) a ete purifie a partir de 100 ml de culture. Plus de 100 
u.g de plasmide ont ete obtenus. Ce plasmide est reconnu et amplifie avec le couple d'amorces EH1 et EH2. 1 1 produit 
un fragment d'amplification de 550 bp caracteristique des VTEC qui peut s'hybrideravec les amorces EH3 et EH4. Le 
10 plasmide recombinant T2 peut par consequent etre utilise comme controle positif dans les amplifications par EH1 et 
EH2 



15 



25 



35 



40 



45 



SO 
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Annexe a la description 

LISTE DE SEQUENCES 

S 

(1) INFORMATIONS GENERALES : 

(I) DEPOSANT: 

10 

(A) NOM: CENTRE NATIONAL D ' ETUDES VETERINAIRES ET 

ALIMENTAIRES - CNEVA 

(B) RUE : 23 AVENUE DU GENERAL DE GAULLE 
15 (C) VILLE: MAISONS ALFORT 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 94701 

20 

(II) TITRE DE L' INVENTION: OLIGONUCLETIDES DERIVES DES GENES VTS DE 
BACTERIES E. COLI PRODUCTRICES DE VEROTOXINES, ET LEURS 
UTILISATIONS 

2S 

(III) NOMBRE DE SEQUENCES: 8 

FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: FLOPPY DISK 

(B) ORDINATEUR: IBM PC COMPATIBLE 

(C) SYSTEME D ' EXPLOITATION: PC -DOS /MS -DOS 

(D) LOGICIEL: PATENTIN RELEASE #1.0, VERSION #1.30 (OEB) 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

40 

(I) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 2 3 PAIRES DE BASES 
45 (B) TYPE: NUCLEOTIDE 

(C) NOMBRE DE BRINS : SIMPLE 

(D) CONFIGURATION: LINEAIRE 



55 
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(XI) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 
ACTGTSACAG CWGAAGCYTT ACG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(I) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 PAIRES DE BASES 

(B) TYPE: NUCLEOTIDE 

(C) NOMBRE DE BRINS : SIMPLE 

(D) CONFIGURATION: LINEAIRE 

(XI) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 2: 
SCCACTTTWA CTGTRAAKGT ATC 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(I) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2 9 PAIRES DE BASES 

(B) TYPE : NUCLEOTIDE 

(C) NOMBRE DE BRINS: SIMPLE 

(D) CONFIGURATION: LINEAIRE 

' (XI) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : 3: 



GRAGAHGTKG AYCTYACWYT GAACTGGGG 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 4: 

(I) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 24 PAIRES DE BASES 

(B) TYPE: NUCLEOTIDE 

(C) NOMBRE DE BRINS : SIMPLE 

(D) CONFIGURATION: LINEAIRE 

(XI) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : 4: 
TWATACTGAA TTGYCATCAT CAKG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 5: 

(I) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 6 6 PAIRES DE BASES 

(B) TYPE: NUCLEOTIDE 

(C) NOMBRE DE BRINS: SIMPLE 

(D) CONFIGURATION: LINEAIRE 

(XI) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

ACTGTCACAG CAGAAGCCTT ACGAGCACCT CAAAAACACC ATCATACACT AAATCAGTAA 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 6: 

(I) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 63 PAIRES DE BASES 

(B) TYPE: NUCLEOTIDE 

(C) NOMBRE DE BRINS: SIMPLE 

(D) CONFIGURATION: LINEAIRE 
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(XI) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 



CCCACTTTTA CTGTGAATGT ATCGGTAAAC CAGCAATAGA CATAAGCGGC TATTTAACGA 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 7: 

(I) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 0 PAIRES DE BASES 

(B) TYPE: NUCLEOTIDE 

(C) NOMBRE DE BRINS : SIMPLE 

(D) CONFIGURATION : LINEAIRE 

(XI) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
TCGCAAGATG TGGCGTGTTA CGGTGAAAAC 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 8 : 

(I) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 3 0 PAIRES DE BASES 

(B) TYPE: NUCLEOTIDE 

(C) NOMBRE DE BRINS : SIMPLE 

(D) CONFIGURATION: LINEAIRE 

(XI) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : 8: 
CAAGGCGACA AGGTGCTGAT GCCGCTGGCG 



Revendications 

1. Oligonucleotide ou melange d'oligonucleotides choisis parmi : 

- un oligonucleotide, ou un melange d'oligonucleotides identiques ou differents, definis par la sequence generate 
EH1 suivante : 

5' ACTGTSACAGCWGAAGCYTTACG 3' 
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un oligonucleotide, ou un melange d'oligonucleotides identiques ou differents, definis par la sequence generale 
EH2 suivante : 

5 ' SCCACTTTWACTGTRAAKGTATC 3' 

un oligonucleotide, ou un melange d'oligonucleotides identiques ou differents, definis par la sequence generale 
EH3 suivante : 

5 ' GRAGAHGTKGAYCTYACWYTGAACTGGGG 3' 

un oligonucleotide, ou un melange d'oligonucleotides identiques ou differents, definis par la sequence generale 
EH4 suivante : 

5 ' TWATACTGAATTGYCATCATCAKG 3' 

dans lesquelles S represente G ou C, W represente A ou T, Y represente T ou C, R represente A ou G, 
K represente G ou T, H represente A, C, ou T. 

Procede d'amplification genique d'une portion d'ADN commune aux genes VT1, VT2 et VTE des bacteries vero- 
toxiques, caracterise en ce que Ton utilise comme amorces : 

un oligonucleotide ou un melange d'oligonucleotides definis par la sequence EH2 et 

un oligonucleotide ou un melange d'oligonucleotides definis par I'une des sequences EH1, EH3, ou EH4. 

Procede selon la revendication 2 caracterise en ce qu'il comprend une premiere amplification au cours de laquelle 
on utilise comme amorces les oligonucleotides ou melanges d'oligonucleotides definis par les sequences EH1 et 
EH2, et une seconde amplification, au cours de laquelle Ton utilise comme matrice le produit d'amplification de la 
premiere etape, et comme amorces les oligonucleotides ou melanges d'oligonucleotides definis par les sequences 
EH2 et EH3 ou EH2 et EH4. 

Procede selon la revendication 2, caracterise en ce qu'il comprend une etape d'amplification au cours de laquelle 
on utilise comme amorces les oligonucleotides ou melanges d'oligonucleotides definis par les sequences EH1 et 
EH2, et une etape de capture du produit d'amplification sur un support solide, dans laquelle on utilise comme 
sonde de capture au rrioins un des oligonucleotides ou melanges d'oligonucleotides definis par les sequences 
EH3 et EH4, prealablement fixe audit support solide. 

Procede selon la revendication 2, caracterise en ce qu'il comprend une etape d'amplification au cours de laquelle 
on utilise comme amorces les oligonucleotides ou melanges d'oligonucleotides definis par les sequences EH1 et 
EH2, et une etape de detection du produit d'amplification, dans laquelle on utilise comme sonde au moins un des 
oligonucleotides ou melanges d'oligonucleotides definis par les sequences EH3 et EH4. 

Molecule d'acide nucleique choisie dans le groupe constitue par : 

un fragment de 550 pb amplifie a partir d'un gene vts de VTEC, en utilisant comme amorces un oligonucleotide 
ou un melange d'oligonucleotides definis par la sequence EH1 et un oligonucleotide ou un melange d'oligo- 
nucleotides definis par la sequence EH2 ; 

un fragment de 450 pb amplifie a partir d'un gene vts de VTEC, en utilisant comme amorces un oligonucleotide 
ou un melange d'oligonucleotides definis par la sequence EH3 et un oligonucleotide ou un melange d'oligo- 
nucleotides definis par la sequence EH2 ; 

un fragment de 320 pb amplifie a partir d'un gene vts de VTEC, en utilisant comme amorces un oligonucleotide 
ou un melange d'oligonucleotides definis par la sequence EH4 et un oligonucleotide ou un melange d'oligo- 
nucleotides definis par la sequence EH2 ; 

Plasmide caracterise en ce qu'il comprend un insert constitue par une molecule d'acide nucleique selon la reven- 
dication 6. 
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8. Molecule d'acide nucleique utilisable comme controle interne d'amplification pour la mise en oeuvre d'un precede 
selon une quelconque des revendications 2 a 5, caracterisee en ce qu'elle est constitute par une sequence X, 
n'ayant pas de sequence commune avec les fragments de ; 550 pb, 450 pb ou 320 pb des genes vts, tels que 
definis dans la revendication 6, flanquee a une extremite d'une sequence constitute par I'oligonucleotide EH2 et 
son brin complementaire, et a I'autre extremite d'une sequence constitute soit par I'oligonucleotide EH1 et son 
brin complementaire, soit par I'oligonucleotide EH3 et son brin complementaire, soit par I'oligonucleotide EH4 et 
son brin complementaire. 

9. Plasmide caracterise en ce qu'il comprend un insert constitue par une molecule d'acide nucleique selon la reven- 
dication 8. 

10. Utilisation d'au moins un oligonucleotide, ou un melange ^oligonucleotides selon la revendication 1, pour la de- 
tection de souches d'E coli productrices de verotoxines. 

11. Utilisation d'au moins un oligonucleotide, ou un melange d'oligonucleotides selon la revendication 1, pour la re- 
cherche de souches d'E. coli productrices de vtrotoxines, dans des produits alimentaires. 

12. Utilisation d'au moins un oligonucleotide, ou un melange d'oligonucleotides selon la revendication 1, pour la re- 
cherche de souches d'E. coli productrices de verotoxines dans un echantillon de feces. 
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